Document made available under the 
Patent Cooperation Treaty (PCT) 

International application number: PCT/FR05/000222 
International filing date: 02 February 2005 (02.02.2005) 



Document type: Certified copy of priority document 

Document details: Country/Office: FR 

Number: 0405954 

Filing date: 02 June 2004 (02.06.2004) 



Date of receipt at the International Bureau: 08 April 2005 (08.04.2005) 



Remark: Priority document submitted or transmitted to the International Bureau in 
compliance with Rule 17.1(a) or (b) 




World Intellectual Property Organization (WIPO) - Geneva, Switzerland 
Organisation Mondiale de la Propriete Intellectuelle (OMPI) - Geneve, Suisse 



R E P U 



QUE FRANC 



OTBZ005/ 0 002 2 2 




INSTITUT 
NATIONAL DE 
LA PROPRIETE 
INDUSTRIELLE 



BREVET D'INVENTION 



CERTIFICAT D'UTILITE - CERTIFICAT D'ADDITION 



COPIE OFFICIELLE 

Le Directeur general de I'Institut national de la propriete 
industrielle certifie que le document ci-annexe est la copie 
certiflee confornie d'une demande de titre de propriete 
industrielle deposee a I'Institut. 



Fait a Paris, le 



0 3 FEV. 2001 



Pour le Directeur general de I'Institut 
national de la propriete industrielle 
Le Chef du Departement des brevets 




Wlartine PUVNCHE 



INSTITUT 
NATIONAL DE 
LA PROPRIETE 
INDUSTRIELLE 



SIEGE 

26 bis, rue de Saint-Petersbourg 
75800 PARIS cedex 08 
Telephone : 33 (0)1 53 04 53 04 
T^l^cople : 33 (0)1 53 04 45 23 
www.1npi.fr 



DB 267/220104 



ETABLISSEMENT PUBLIC NATIONAL CREE PAR LA LOl 51-444 DU 19 AVRIL 1951 



1 er depot 



IN*I 



, , >«>M»imn 

IR»t>»TRI«LL« • 

26 bis; Hie' de Saint P6tersbourg - 75800 Paris Cedex 08 

Pour vbUs Inforrner ; INPI, pIREbT*^ ; 
(►IjfUffWHgjj b 825 83 85 87) 

' - ' ■ 0,15 € TTC/mn ' ' 

T6IecopJe : 33 (0)1 53 04 52 65 ' ' 
REMISE DES Pl&CES ' •< 

■"S JUIN 2004 

"^5 INPi PAf^lS i34 iSP ■ ; 

N-D'ENfiEGiSTREMENT- ' '6^05^64' 



BREVET D'INVENTiON 

CERTIFICAT D'UTILITll 

Code de la propii^t§ inlellectuelle - Uvre VI 

REQUETE EN DELIVRAnCE 

page 1/2 

Get imprime est a remplir lisiblement a I'encre noire 



11354*04 



BRl 



OB 540 ®W/ 030103 



NATiONAL ArmJBUE PAR UINPI 
DATE DE O^pisf IaTTRIBUEE ' 
PARL'INPI . 



.^ii 2004, 



Vos ref er^inces pour ce dossier 

(facuUat0 35713/FR/02" 



NOM ET ADRESSE DU DEMANDEUR OU DU MANDATAIRE 
A QUI LA CORRESPONDANCE/DQlt^^ . 



■ = :'BREESE-MAJERbWICZ' 

t.^:-', "I '-^.i^'-j " 'ry~ , ^.l:.^,■iv. 

3.?lyenue de rOpera - . 



Confirniatioii 


jn depot pair telecopie 


□ attrlbu^ par Tlif^PI a ja telecopie ' • ' r ' ' / ' * ^ " ' : ■ " / 






Demande de brevet 




D^maride'de ceH^^^^ " 




Demaride' divisionnaire : : : - 


. • -----^^^^^^^ r r f , 1 1 1 1 "! ' 


oudemc 


mde de ceHiJicdtd'utiip^'it^^^^ 


Transfpfma^^^^^^ de'maride de ' ;^ ^ " 
, brevet eUrapeen '^deff^^ 


N°' ,. •:U Date 1 1 1 1 1 1 1 i I 


0 TfrRE^PE LiNVENTI0M]200 caratl^^ 

INHIBITEURS DE F ANGIOiGENESE/COMPdsm BT LEuk BtEtS A^^ LE" ' ' ' " 
TRAITEMENT DBS MALADIES LIEES A UNE PEkEOUL ' ! /. \ . . / ' , . ' 


□ DECI^RATION DE Pm^^ 

OU REQUETE DU BENEFICE DE 

LA DATE bfe DEPOT p'UNE ! / ^ ' 

DEEVIANDE AkT^RIEURE FRANQaIsE 


Paysou pr^anisatiph: France ^ ^ , j./ j... 
Date|Oi2l0,2 l2,0rbVl" ^ 090^4 ' ' ' 

Paysou ong^nisatibn'""";\';7. 'C^^^^ "..V. ' . . . ' [ . ; 

Date 1 1 1 1 1 r 1 1 1 N** 

Pays OU organisation ^ , ^ * . / , . . 
Date 1 } I i 1 1 ^ 1 1 ' N° 

□ S'il y a d'aiitres pnorites^ cochez la case et utHisez rfmpritne «SuH:e» 


1^ bErOmribEUR (Cochez rUne des 2 cases)' 


[X] Perso^nVmoiraie; ''^ - \^r} Personrie 1Jhys^i^ueUV;^/;•>A:4^ 


Nom ... • ' , , 
OU denomination sodale , , . 


SYNTrEM . ' ' ' 


Prenoms . _ 




Forme juridique ;:: 




N« SIREN ' 


1 1 11 11 11 1 1 . \ " . 


CodeAPE-NAF - ■ - - 


1 1 1 r! • \- ■ " 


Domicile 

OU 


Rue 


Alice Charles Babbage • ' , 
Pare Scientiifique Georges Besse 


sidge 


Code poistal'etville., 


13 |0r9i0iaiNIMES ' 




Pays 




Nationality;; ' / T ;; , :J, vi; 


France ♦ ;•. '.. }y , • 


N'' de t^fefDhone 1/ 


N"* de telecopie to^ 


Adresse electronique (facidtatij) 








Lll S'il y a plus d'un demandeur, cochez la case et utilises rimpriine «Surte» 



Remnlir imperativement la 2^ page 



1 er depot 



IN'I 



■ iHsntiiT , 



BREVET D'INVENTBON 
CERTIFiCAT D'UTILITE 

REQUETE EN DELIVRANCE 
page 2/2 




ii2 



I REMISE DES PIECES 

pas JUIN 200-4 
r?5 INPI PARIS 34 SP 

j N° D'ENREGISTREMENT 
[NATIONAL ATTKIBUE PAR L'INPI 



040GQ5A 



DB 5'?0 W/ i9l203 




Les demandeurs et les inventeurs 
sont les memes persoiines 



Etablissement immediat [v] ■■■ r ^ -....-sy, ^.-. .....^.^.^x. m^imani 



ou etablissement differe 



I El neDuctiow bUTAux 

DES REDEVANbE^ 



□ 

Choocafaire 




Le support efectronique de ddnnee^^^^ 

La declaration de conform iVe'defeii'stede' 
sequences sur support papier avec le" 
support electronique de donnees est jointe 



n 
□ 



VISA DE LA PREFECTURE 
OU DE L'INPI 



SI vous avez utllfse Pfmprime «Suite», 
mdiques ge nombre de pages jo intes 

™-WGi«OTURE DU DEI^nAeOR 
OU DU IVIAflDAmmE / 
(Worn et quBlMMu si^atalre) 

, , BREESE ^ferre 

921038 



1 er depot 
1 

INHIBITEURS DE 1 ' ANGIOGENESE , COMPOSITIONS LES 
CONTENANT ET LEUR UTILISATION POUR LE TRAITEMENT DES 
. MALADIES LIEES A UNE DEREGULATION DE L ' ANGIOGENESE . 

5 La presente invention se rapporte au domaine du 

traitement des maladies li^es a une deregulation de 
I'angiogenese telles que les cancers, I'arterioscl^rose et 
le diabete. L' invention concerne des inhibiteurs de 

1' angiogenese particuliers capables d'interferer avec les 
10 differentes interactions de TAL-1 susceptibles d'etre 

conjugues a des vecteurs tels que des peptides^ des 
particules (liposomes, nanoparticules , etc.) et des 
polymeres. L' invention concerne egalement une composition 
pharmaceutique contenant de tels inhibiteurs et leur 
15 utilisation pour le traitement de maladies liees a- 

I'angiogenese^ tout particulierement pour le traitement desv- 
cancers, de I'arteriosclerose et du diabete. [^^ 

L ' angiogenese , processus de remodelage des j^. 

20 capillaires preexistants , conduit a la formation de V 

nouveaux vaisseaux [Riseau, Nature 386 ; 671 (1997)]. Dans, 
des conditions physiologiques , 1 ' angiogenese est 
etroitement regulee sous le controle d'une balance locale 
entre facteurs stimulateurs ( angiogeniques ) et inhibiteurs 

25 ( angiostatiques ) . Chez I'adulte, la plupart des cellules de 

1' endothelium (plus de 9 9 %) sont a l'6tat quiescent. En 
reponse a un signal angiogenique ^ les cellules 
endotheliales (CEs) sortent de leur dormance et deviennent 
"activees" pour enclencher un programme d'angiogenese^ Ce 

30 processus complexe inclut le mouvement des CEs pour sortir 

des capillaires et leur migration vers le site 
angiogenique^ leur proliferation et leur dif f erenciation 
pour former de nouveaux capillaires . 

Une deregulation de 1 '^angiogenese est observ^e dans 

35 certaines pathologies comme 1 ' arteriosclerose jr le diabete 
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ler clep6t 



et les tumeurs [Carmeliet, Nat Med 6 ; 389 (2000)]. Quand 
les tumeurs atteignent une taille critique creant des 
conditions d'hypoxie, les cellules tumorales relarguent des 
cytokines, telles que VEGF ou bPGF, connues pour initier ou 
stimuler 1 'angiogenese. L ' angiogenese, requise pour la 
croissance des tumeurs, est ggalement un facteur majeur de 
propagation des cellules malignes dans I'organisxne 
(metastases) . 

En depit de progr^s ind^niables dans la lutte centre 
certains cancers, force est de reconnaitre que globalement 
les cancers progressent et quails constituent une cause 
majeure de mortality. La decouverte de nouveaux medicaments 
constitue une des priorit^s de la recherche medicale. Les 
progres recents des connaissances scientif iques sur 
1' angiogenese tumorale permettent de croire que le 
traitement fondg sur 1 ' anti-angiogenese offrirait une 
nouvelle modalite pour maxtriser la croissance tumorale 
Chez les patients atteints de cancer. 

Plusieurs strategies anti-angiogeniques ont gte 
20 developpees pour inhiber la fonction de facteurs 

activateurs (VEGF ou bFGP), notamment avec des anticorps 
neutralisants dirig^s centre la cytokine ou centre son 
recepteur. D'autres molecules anti-angiog^niaues ont 
derivees d ' inhibiteurs physiologiques presents dans le 
systems hemostatique , comme le plasminogens (angiostatine) , 
le collagene ( endostatine ) ou encore le fibrinog&ne 
(alphastatine) ; ces molecules inhibent 1' adhesion des CEs 
a la matrice extracellulaire requise pour leur 
morphogenese . 
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30 




Une autre stratggie trds peu exploree a ce 



l- Qur e st- 



de cibler directement les evfenements intracellulaires de la 
cellule endothelials en r^ponse a des stimuli 
angiog^niques. Ainsi, la Demanderesse a montrg que tal-1, 
facteur de transcription de la famille basic-Helix-Loop- 
35 Helix (bHLH), module specif iquement la reponse angiogenigue 
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des cellules endotheliales : il controle leurs proprieties 
de migration et stimule leur dif f erenciation en capillaires 
[Lazrak et al.,. J Cell Sci sous presse (2004) ]• Les 
experiences de recoinbinaison homologue chez la souris ont 

5 demontre que le gene tal-l est requis pour certaines etapes 

du developpement hematopoxetique et vasculaire. Les 
embryons tal-l--/- ( n ' expr imant pas tal-l) presentent une 
angiogenese defectueuse dans le sac vitellin qui semble 
reflSter un defaut intrinseque des cellules endotheliales 

10 [Visvader et al.^ Genes Dev 12 ; 473 ( 1998)]. Chez 

I'adulte, en dehors de certains progeniteurs 
hematopoietiques de la moelle osseuse^ la proteine TAL-1 
est exprimee dans les petits vaisseaux en formation, mais 
pas dans 1 ' endothelium mature quiescent [Kallianpur et al., 

15 Blood 83 ; 1200 (1994)]; de maniere significative, un haut 

niveau d' expression de TAL-1 est observe dans la 
vasculature de tumeurs humaines [Chatty et al., J Pathol 
181 ; 311 (1997)]. TAL-1 constitue done un margueur des CEs 
angiogeniques . De ce fait, nous avons cible TAL-1 pour 

20 inhiber 1 ' angiogenese . 

La Demanderesse a developpe de nouvelles molecules 
capables de bloquer specif iquement I'activite de TAL-1 dans 
les cellules endotheliales. Le motif HLH de TAL-1 est 

25 requis pour toutes les activit^s du facteur TAL-1 connues a 

ce jour : fixation a I'ADN ou interaction avec d'autres 
facteurs nucleaires notamment E47 ou LMO 2 [Hsu et al., 
Proc* Natl. Acad. Sci 91 ; 3181 (1994) ; Vitelli et al., 
Mol Cell Biol 20 ; 5330 ( 2000 ) ](Figure 1). La Demanderesse 

30 a developpe des inhibiteurs peptidiques capables d'entrer 

en competition avec le domaine HLH de TAL-1. Ces 
inhibiteurs peptidiques ont et6 ensuite couples a des 
vecteurs peptidiques pour permettre et/ou ameliorer leur 
internalisation dans les cellules . 
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Les travaux et rgsultats concernant ces peptides 
vecteurs et leur utilisation comme vecteurs pour 
transporter des molecules actives ont ete decrits dans la 
demande de brevet frangais 9 7/10297 deposee le 08 

decembre 1997 • 

Dans les sequences peptidigues rapportees ci-^apres, 
les acides amines sont representes par leur code a une 
lettre, mais ils peuvent etre aussi representes par leur 
code a trois lettres selon la nomenclature ci^dessous. 
A Ala alanine 
C Cys cysteine 
D Asp acide aspartique 
E Glu acide glutamique 
F Phe phenylalanine 
G Gly glycine 
H His histidine 
I lie isoleucine 
K Lys lysine 
L Leu leucine 
M Met methionine 
N Asn asparagine 
P Pro proline 
Q Gin glutamine 
R Arg arginine 
S Ser serine 
1 T-hr t-h-reoH-i-ne 




V val valine 



W 

y 



Trp tryptophane 
Tyr tyrosine 
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La presen-te invention a done pour objet un inhibiteur 
peptidique (egalement appele molecule peptidique) capable 
d' inter ferer avec le domaine HLH de TAL-1, const itu6 par ou 
comprenant au moins 10 acides amines successifs et, de 
preference, au moins 15 acides amines successifs du domaine 
HLH de TAL-1 de sequence : 

QQlSlVNGAFAELRKLIPTHPPDKKLSKlsrEILRLAMKYINPLA 
correspondant a la SEQ ID No, 1 dans le listage de 
sequences en annexe ou une sequence equivalente. 

Par « sequence equivalente » , on entend la sequence 
d'un variant connu du domaine HLH de TAL-1 mais aussi une 
sequence presentant un ou plusieurs substitutions, 
deletions et/ou additions d' acides amines par rapport a la 
sequence SEQ ID No* 1, lesdites substitutions, deletions 
et/ou additions d' acides amines ne modifiant pas les 
activites du facteur TAL-1 ainsi obtenu comme sa fixation a 
I'ADN ou son interaction avec d'autres facteurs nucleaires 
notamment E47 ou LMO 2- L'homme du metier connait 
diff^rentes techniques pour verifier les activites du 
facteur de transcription TAL-l ainsi obtenu. De plus, dans 
le cadre de la pr^sente invention, on entend par « sequence 
equivalente », des peptides qui pr^sentent une modification 
post-traductionnelle et/ou une modification chimique en 
particulier une glycosylation , une amidation, une 
acylation, une acetylation, une methylation ainsi que les 
peptides qui portent un groupement protecteur. Les derives 
des peptides de 1' invention peuvent egalement etre ceux 
dont un ou plusieurs acides amines sont des enantiomeres, 
des diast^reoisomeres , des acides amines naturels de 
conformation D, des acides amines rares notamment 
1 ' hydroxyproline , 1 ' hydroxy lysine , 1 ' allo-hydroxy lysine , la 
6-N-methy lysine, la N-6thylglycine, la N-methylglycine, la 
N-ethylaspar agine , 1 ' a 1 1 o~ i s o 1 euc i ne , la N- 
methylisoleucine, la N-methylvaline , la pyroglut amine. 
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I'acide aminobu-tyrique et les acides amines synthetiques 
notamment 1' ornithine, la nor leucine, la norvaline, la 
cyclohexyl-alanine et les omega-acides amines. Les derives 
couvrent egalement les retropeptides et les retro- 

5 inversopeptides ^ de meme que les peptides dont la chaine 

laterale d'un ou plusieurs des acides amines est substituee 
par des groupements qui ne modifient pas I'activite 
antimicrobienne des peptides de 1' invention* 

Par « molecule peptidique » , on entend dans le cadre 

10 de la presente invention une molecule constituee par ou qui 

comprend au moins une sequence peptidique, ladite molecule 
pouvant comprendre en outre des entites chimiques 
additionnelles autres que des acides amines. 



15 De preference, I'inhibiteur ou molecule peptidique 

objet de la presente invention est choisi parmi le compose 
1 de sequence : QQNVNGAPAELRKLIPTHPPDKKLSKNEILRLAMKYINFLA 
(SEQ ID No. 1 dans la liste de sequences en annexe), le 
compose 2 de sequence : VRRIFTNSRERWRQQNVNGAFAELRKLI (SEQ 

20 ID No. 2 dans la liste de sequences en annexe) et le 

compose 3 de sequence : PTHPPDKKLSKNEILRLAMKYINFLA (SEQ ID 
No. 3 dans la liste de sequences en annexe) ou une sequence 
equivalente auxdites sequences. Ainsi, I'inhibiteur de la 
presente invention est constitue par ou comprend une 

25 sequence choisie parmi les sequences suivantes : 

- QQNVNGAFAELRKLIPTHPPDKKLSKNEILRLAMKYINFLA (SEQ ID 
No. 1 dans la liste de sequences en annexe), 

-.VRRIFTNSRERWRQQNVNGAFAELRKLI (SEQ ID No. 2 dans la 
liste de sequences en annexe) et 

30 - PTHPPDKKLSKNEILR LAMKYINFLA ( SED— XD— N-q^ — 3— dams-ita- 

liste de sequences en annexe) 

ou une sequence Equivalente auxdites sequences. 



35 



Dans une forme de mise en oeuvre pref^ree, 
I'inhibiteur ou molecule peptidique objet de la presente 



1 er depot 



7 

invention est associS nn vecteur. De fagon avantageuse, 
ce vecteur est capable d'augmenter le transport dudit 
inhibiteur dans les cellules et organes cibles. 

L'homme du metier connait diff brents types de 
vecteurs peptidiques utilisables dans le cadre de la 
presente invention, Ainsi, h titre d'exemples et de fagon 
non-limitative, le vecteur est choisi, parmi le groupe 
comprenant : 

- un peptide lineaire derive de prot^grines ou de 
tachypl^sines [brevet frangais N" 97/10297], 

- un peptide lineaire comprenant un domaine de 
transduction tels que les doraaines de transduction de la 
prot^ine Tat de HIV-1 [Pawell et al., Proc. Natl. Acad. Sci 
91 ; 664 (1994) ; Schwarze et al.. Science 285 ; 1569 
(1999)] et les domaines de transduction derives de la 
troisieme h^lice d'Antennapedia [Derossi et al., J. Biol. - 
Chem 269, 10444 (1994) ; Brevet US 5888762). 

- des particules comme les liposomes [Dass and 
Su.(2001) Drug Deliv. 8:191-213] ou des nanoparticules 
[Panyam and Labhasetwar (2003) Adv Drug Deliv Rev. 55:329- 
47 ; Douglas et al. (1987) Crit Rev Ther Drug Carrier Syst. 
3:233-61], 

- des polymeres tels que le polyethylene glycol (PEG) 
[Greenwald et al. (2003) Adv Drug Deliv Rev. 55:217-50]. 

L' invention envisage tout particulierement comme 
peptide lineaire d4riv^ de Protegrines, un peptide qui 
r^pond a la formule (I) suivante : 

BX(X ou B)BXXXXBBBXXXXXXB (I) 

et comme peptide lineaire derivg de TachyplSsines , un 
peptide qui r^pond h la formule (II) suivante : 
(B ou X)XXXBXXXBXXXXBBXB (II), 
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dans lesquelles : 

- les groupes identiques ou differents, 

repr^sentent un residu d'acide aming dont la chalne 
later ale porte un groupement basique, at 
5 - les groupes X, identiques ou differents,r 

representent un r6sidu d'acide amine aliphatique ou 
aromatique 

ou un fragment: de ceux-ci cons-titue d'une sequence 
d'au mo ins 5 et de preference d'au moins 7 acides amines 
10 successifs des peptides de formules (I) ou (II). 

La pr^sente invention concerne ^galement 
1 'utilisation d'un vecteur tel que defini pr^cedeiraaent pour 
vectoriser dans les cellules ^ les tissus et/ou les organes 
un inhibiteur peptidique tel que defini prec^demment . 

15 

La liaison entre 1' inhibiteur ou molecule peptidique 
de Tal-1 capable d'interferer avec les differentes 
interactions de TAL-1 tel que precedemment defini et du 
vecteur est choisie parmi une liaison covalente^ une 

20 liaison hydrophobe, une liaison ionique, une liaison 

clivable ou une liaison non clivable dans les milieux 
physiologiques ou a 1 ' interieur des cellules. 

Cette liaison peut etre directe ou indirecte par 
1 ' intermediaire d'un bras de liaison (linker) et effectuee 

25 au moyen d'un groupe fonctionnel naturellement present ou 

introduit soit sur le vecteur ,r soit sur 1 ' inhibiteur , soit 
sur les deux* Ce bras de liaison, s'il est present, doit 
§tre acceptable compte tenu de la nature chimique et de 
1 ' encombrement tant du vecteur que de 1 ' inhibiteur . On peut 

30 citer, a titre d'exemple et de fagon non-limitative, des 

linkers contenant des groupements alkyle, aryle^r aralkyle 
ou peptidique, des esters, aldehydes ou acides d'alkyle, 
aryle ou aralkyle, des groupements anhydrides, 
sulfhydriles ir ou carboxyles tels que les derives de I'acide 

35 maleymil benzoique, de I'acide maleymil propionique et des 
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derives succynimidyle^ des groupes derives du bromure ou 
chlorure de cyanogens, carbonyldiimidazole, des esters de 
succinimide ou des halogenures sulphoniques . 

Comme groupies f onctionnels, on peut citer : -—OH, -SH, 
-COOH, ou -NHg. Ainsi/ 1 ' inhibiteur peut etre lie par des 
liaisons covalentes au niveau des extremit^s N-terminale ou 
C-t.erminale ou bien au niveau des chalnes laterales du 
peptide vecteur* 

Un type de liaison prefere entre I'inhibiteur de 
1 ' angiogenese et le vecteur implique au moins un pont 
dissulfure . 



De fagon particulierement avantageuse, 1 ' inhibiteur 
de la presente invention est choisi parmi les deux composes 
suivants : 

- compose 4 t 

^.A^S-Q Q N V N 

- compose 5 : 

i. ^K-Q Q N V N 



SFRVSYRG I SYRRS R— cooh 
6AFAELRKL I PTHPPDKKLSKNE I LRtAMKY I NFL A— nh. 



^s—s-^^^^\^—n R LSYSRRR F— nh^ 

GAFAELRKL I PTHPPDKKLSKNE t LRLAMKY I NFL A-NH, 



La presente invention concerne egalement une 
composition pharmaceutique comprenant comme principe actif 
au moins un inhibiteur (ou molecule) peptidique tel que 
defini precedemment , avantageusement associe dans ladite 
composition a un v6hicule acceptable. 



De preference, ladite composition pharmaceutique se 
presente sous une forme appropriee pour une administration 
par voie parenterale par voie or ale, par voie rectale, par 
voie nasale, par voie transdermique, par voie pulmonaire ou 
par voie centrale. Par « vehicule » , on entend salon la 
presente invention, toute substance qui est ajoutee a 
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20 



25 



30 



10 




I'inhibiteur de 1' invention pour favor iser son transport, 
eviter sa degradation substantielle dans ladite composition 
et preserver ses proprietes inhibitrices . Le vehicule est 
choisi en fonction du type d' application list6 ci-dessus de 
la composition. 

La presente invention a aussi pour objet une m^thode 
de traitement des maladies li^es k une deregulation de 
I'angiogenese comme les cancers, 1 ' arterioscl^rose et le 
diabete, consistant h administrer a un sujet soufrant d'une 
telle maladie une quantity efficace d'un inhibiteur ou 
d'une composition tels que deer its precSdemment . 

L' invention concerns encore 1 ' utilisation d'un 
15 inhibiteur ou d'une composition tels que decrits 

pr^cedemment pour la preparation d'un medicament destine au 
traitement des maladies liees a I'angiogenese, et plus 
particulierement des maladies liees a une deregulation de 
I'angiogenese, et de preference au traitement des cancers, 
de I'arteriosclerose et du diabete. 



L' invention concerne egalement 1 'utilisation d'un 
compose capable d'inhiber 1 ' interaction entre le domaine 
HLH de TAL-1 et son partenaire E47 pour la preparation d'un 
medicament destine a la prevention et/ou au traitement des 
maladies liees a 1 ' angiogendse et, de preference, au 
traitement des cancers, de 1 'arterioscierose et du diabete. 

Dans une premiere forme de mise en oeuvre de la 
presente invention, un compose capable d'inhiber 
1' interaction entre le domaine HLH de TAL-1 ^t «on 
partenaire E47 est un inhibiteur competitif du domaine HLH 
de TAL-1. De fagon preferee, un tel compose est une 
molecule peptidique telle que precedemment definie. 
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Dans une deuxieme forme de mise en oeuvre de la 
pr^sente invention, un compost capable d'inhiber 
1 ' interaction entre le domaine HLH de TAL-1 et son 
partenaire E47 est un compose capable d'inhiber la fixation 
de TAL-1 sur son partenaire E47. De fagon prefer^e, un tel 
compose est un anticorps reconnaissant soit un epitope au 
niveau du domaine HLH de soit un epitope au niveau 

du domaine HLH de E47. 

Les applications et utilisations envisagees pour les 
inhibiteurs (inhibiteurs ou molecules peptidiques) 
precedemment decrites s'appliquent mutatis mutandis aux 
composes capables d'inhiber 1 ' interaction entre le domaine 
HLH de TAL-1 et son partenaire E47 (methodes de traitement, 
compositions pharmaceutiques, etc,..) • 

Enfin, la presente invention concerne un precede pour 
identifier un compose biologiquement actif susceptible 
d'etre utilise dans la prevention et/ou le traitement des 
maladies liees a 1 ' angiogenese et, de preference, le 
traitement des cancers, de 1 ' arteriosclerose et du diabete 
consistant a detecter 1' inhibition de 1 ' interaction entre 
le domaine HLH de TAL-1 et son partenaire E47 en presence 
dudit compost- 

Par "compost biologiquement actif, la presente 
invention concerne plus particulierement tout compose 
chimique naturel ou synthetique tels que, a titre 
d'exemples et de fagon non exhaustive, des proteines, des 
polypeptides, des peptides, des aptameres, des 
lipoproteines , des polysaccharides, de petites molecules, 
des molecules non-peptidiques , etc.* Apres 1' identification 
dudit compose biologiquement actif, il sera facile tester 
son activite dans la prevention et/ou le traitement des 
maladies liees a 1 ' angiogenese et, de preference, le 
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traitement des cancers, de 1 ' arterioscl^rose et du diabdte 
par des m^thodes bien connues de I'hoirane du metier. 

L'honraie du metier a ^ sa disposition diff^rentes 
techniques lui permettant de verifier si le compost 
biologiquement actif a tester est capable d'inhiber 
1' interaction entre le domaine HLH de TAL-1 et son 
partenaire E47. 

Dans une premiere forme de mise en teuvre, la methode 
de 1' invention comprend les Stapes suivantes i 

(a) mettre en contact la proteine TAL-1 (ou un 
fragment de cette proteine comprenant le domaine HLH), le 
facteur de transcription E47 (ou un fragment de ce facteur 
comprenant le domaine qui inter agit avec TAL-1) et le 
compose biologiquement actif a tester, 

(b) immunoprecipiter soit la proteine TAL-1 (ou un 
fragment de cette proteine comprenant le domaine HLH), soit 
le facteur de transcription E4 7 (ou un fragment de ce 
facteur comprenant le domaine qui interagit avec TAL-1), 

^° a I'etape (b), la proteine TAL-1 (ou un 

fragment de cette proteine comprenant le domaine HLH) est 
immunoprecipitee, detecter dans le immunoprgcipitat obtenu 
a I'etape (b), la presence du facteur de transcription E47 
(ou d'un fragment de ce facteur comprenant le domaine qui 

25 interagit avec TAL-1), 

(d) si, a I'etape (b), le facteur de transcription 
E47 (ou un fragment de ce facteur comprenant le domaine qui 
interagit avec TAL-1) est immunoprecipite, detecter dans 
I'immunoprecipitat obtenu ^ I'etape (b), la presence de la 
30 proteine TAL-1 (ou d'un fragment de cette proteine 

comprenant le domaine HLH ) , 

dans le cas ou le facteur de transcription E47 (ou un 
fragment de ce facteur comprenant le domaine qui interagit 
avec TAL-1) n'est pas present a I'etape (c) ou si la 
proteine TAL-1 (ou un fragment de cette proteine comprenant 



35 
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le domaine HLH) n'est pas presente a I'etape (d) , ledit 
compose est un agent susceptible d'etre utilise dans la 
prevention et/ou le traitement des maladies liees a 
1' angiogenese et^r de preference, le traitement des cancers , 
de I'arteriosclerose et du diabete* 

L'homme du metier a a sa disposition differentes 
proteines susceptibles d'etre mises en ceuvre dans le cadre 
de la methode de 1' invention. A titre d'exemples, la 
proteine E47 utilisable peut etre la proteine de Gallus 
gallus presente dans Genbank sous le numero CAE30454 ou la 
proteine de Mus musculus presente dans Genbank sous le 
numero AAK18618. De la meme fagon,. la proteine TAL-1 
utilisable est la proteine de Homo sapiens presente dans 
Genbank sous le numero P17542 ou la proteine de Mus 
musculus presente dans Genbank sous le numero P22091* 
L'homme du metier connait dans ces sequences les domaines 
partioulierement interessants dans le cadre de la presente 
invention . 

A 1 ' etape (b) de la methode objet de la presente 
invention, I'homme du metier saura quel type d'anticorps 
utilise en fonction de la proteine a immunoprecipiter 
(anticorps specif ique du facteur de transcription E47 (ou 
d'un fragment de ce facteur comprenant le domaine qui 
interagit avec TAL-1) ou anticorps specif ique de la 
proteine TAL-1 (ou d'un fragment de cette proteine 
comprenant le domaine HLH)). 

La detection, a l'<§tape (c), de la presence, dans 
1 ' immunoprecipitat obtenu a I'etape (b), du facteur de 
transcription E47 ( ou d'un fragment de ce facteur 
comprenant le domaine qui interagit avec TAL-1) peut etre 
realisee par toute technique de I'homme du metier comme, 
par exemple, un Western Blot utilisant un anticorps 
specifique du facteur de transcription E47 (ou d'un 
fragment de ce facteur comprenant le domaine qui interagit 
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30 



avec TAL-1), un dosage de 1' activity du facteur de 
transcription E47 (ou d'un fragment de ce facteur 
comprenant le domaine qui inter agit avec TAL-1) ou une 
methode mettant en oeuvre un facteur de transcription E47 
(ou un fragment de ce facteur comprenant le domaine qui 
interagit avec TAL-1) marque, ledit marquage pouvant etre 
un marquage radioactif . 

La meme mise en oeuvre pent gtre r4alis6e mutatis 
mutandis pour la prot4ine TAL-1 (ou un fragment de cette 
prot^ine comprenant le domaine HLH) a I'etape (d). 

Dans une seconde forme de mise en oeuvre, la methode 
comprend les etapes suivantes : 

(a') mettre en contact la proteine TAL-1 (ou un 
fragment de cette proteine comprenant le domaine HLH), le 
facteur de transcription E47 (ou un fragment de ce facteur 
comprenant le domaine qui interagit avec TAL-1) et le 
compose biologiqueraent actif a tester, 

<b') faire migrer sur un gel de polyacrylamide non 
denaturant le melange obtenu a 1 " etape ( a ' ) , 

(C) visualiser 1' absence ou la presence du complexe 
TAL-1 (ou un fragment de cette proteine comprenant le 
domaine HLH) et E4 7 (ou un fragment de ce facteur 
comprenant le domaine qui interagit avec TAL-1). 

L' absence de ce complexe h I'gtape (c') met en 
evidence 1 ' action inhibitrice du compost actif testg et 
done que ce compost est un agent susceptible d'etre utilise 
dans la prevention et/ou le traitement des maladies liees a 
I'angiogenese et, de pr^f^rence, le traitement des cancers, 
de I'arteriosclerose et du diabSte. 



35 



A I'gtape (C) de la methode objet de 1' invention, 
differentes techniques connues de I'homme du metier peuvent 
§tre mises en cEuvre. A titre d'exemples, on peut realiser 
un Western blot utilisant des anticorps specifigues de 
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I'une ou 1' autre des proteines TAL-1 ou E47 ou de leurs 
fragments . 

D'autres avantages et caract^ristigues de 1' invention 
5 apparaltront a la lecture des exemples qui suivent 

concernant la preparation d'un compose const itue d'un 
inhibiteur de TAL~1 et d'un peptide vecteur ainsi que sur 
leurs effets in vitro et in vivo. II sera fait reference 
aux dessins en annexe dans lesquels : 
10 - la figure 1 repr^sente schematiquement la 

representation du dimere HLH, 

- la figure 2 illustre 1' inhibition de 1 ' interaction 
de TAL-1 et E47 in vitro par les differents inhibiteurs, 

- la figure 3 illustre 1' inhibition de 1 ' interaction 
15 de TAL-1 et E47 in vitro par I'inhibiteur couple a un ^ 

peptide vecteur^ 

- la figure 4 illustre I'effet des composes sur la 
survie des cellules endotheliales HUVEC^ 

- la figure 5 illustre I'effet d'un des composes de 
20 1' invention sur la tubulogenese in vitro des cellules 

endotheliales humaines apres 2 2 heures de culture, 

- la figure 6 presente I'effet des composes de 
1' invention sur 1 ' angiogenese in vivo chez la souris par 
analyse macroscopique des implants de Matrigel complementes 

25 ou non par des composes de 1 ' invention,. 

- la figure 7 presente I'effet des composes de 
1' invention sur 1 'angiogenese in vivo chez la souris par 
dosage de I'h^moglobine contenue dans lesdits implants de 
Matrigel • 

30 

I - Synthese Chimique , 

1 ) Synthese des inhibiteurs de TAL-1 libres et 
vectorises . 

Les peptides ont ete assembles sur phase solide selon 
35 une strategie Foc/tu, clives et dgproteges par I'acide 
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trifluoroac^tique, puis purifies par chromatographie haute 
pression preparative en phase inverse et lyophilis^s. leur 
purete (>95%) et leur identity ont 6t^ confirmees par HPLC 
analytique et par spectrom^trie de masse. Sequence des 
peptides : SynB3 ( H-RRLSYSRRRP-NH2 ; 1394.8 Da, SEQ ID No. 
7 dans la liste de sequences en annexe), SynB4 (h- 
AWSFRVSYRGISYRRSR-NH2 ; 2145,1 Da, SEQ ID No. 6 dans la 
liste de sequences en annexe), Tal-HLH (h- 
QQNVN6AFAELRKLIPTHPPDKKLSKNEILRLAMKYINPLA-NH2, SEQ ID No. 1 
dans la liste de sequences en annexe) 



2) Couplag e des inhibiteurs sur les peptides 
vecteurs . 

Activation des vecteurs : Les peptides vecteurs SynBS 
15 et SynB4 ont ete traites par SPDP (N-Succinimidyl 3-(2- 

Pyridylthio) propionate) dans Dimethyl formamide (DMF) en 
presence de DIEA (Diisopropylethylamine) . Les peptides 
resultants (2-Pyridylthio)propionyl-SynB3 {1591.8 Da) et 
(2-Pyridylthio)propionyl-SynB4 (2342.1 Da) ont ete purifies 
20 par HPLC et lyophilises. 

Prepara tion des coniuau^s t Chaque peptide vecteur 
active {2-Pyridylthio)propionyl-SynBx (leq) a ete 
solubilise avec C-TalHLH (leg) dans DMF, en presence de 
DIEA de fagon ^ former un pont dissulfure entre la chalne 

25 laterale de la Cysteine de C-TalHLH (compose Tal-HLH 

synthetise avec une cysteine en plus) et le 3-Mercapto- 
propionate porte par le vecteur. Les conjugugs resultants 
(Tal-HLH-SynB3 ; 6303 Da et Tal-HLH-SynB4 ? 7052.6 Da) ont 
ete precipites par addition d' ether, puis purifies par HPLC 

?2 et lyophilises. Le contr61e_de_q-ua.li te par HPLC-a-na-l-y-feL-q-ue- 

& 220 nm et par spectrometrie de masse MALDI-TOF a confirme 
les masses molaires et a determine une purete superieure a 
96%. 
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II - Composes testes . 

Les composes testes sont presentes dans le tableau 1 
ci-apres. 

Tableau 1 



Compose 


Nom 


Sequence 


1 


Tal-HLH 


QQNVNGAFAELRKLIPTHPPDKJQ.SKJ^ 

(SEQ ID No. 1 dans la liste de sequences en annexe) 


2 


Tal-hel Irb 


VRRIFTNSRERWRQQNVNGAFAELRKLI 
(SEQ ID No. 2 dans la liste de sequences en annexe) 


3 


Tal-hel 2b 


PTHPPDKKLSKNEILRLAMKYINFLA 

(SEQ ID No. 3 dans la liste de sequences en annexe) 


4 


TalHLH- 
SynB4 


S^a-'^'^'^^^'^^lt—JK WSFRVSYRQ 1 SYRRS R-— oooh 
^.A^iJ-Q QNVNGAFAELRKL r PTHPPDKKLSKNE 1 LRLAMKY 1 NFL A-NM, 

o 

(SEQ ID No. 4 dans la liste de sequences en annexe) 


5 


TalHLH- 
SynB3 


i,^.Js^K~Q QNVNGAFAELRKLI PTHPPDKKLSKNE 1 LRLAMKYt NFL A-nh, 

(SEQ ID No. 5 dans la liste de sequence en annexe) 


6 


SynB4 


AWSFRVSYRGISYRRSR 

(SEQ ID No. 6 dans la liste de sequence en annexe) 


7 


SynB3 


RRLSYSRRRF 

(SEQ ID No. 7 dans la liste de s6quence en annexe) 



5 

1 ) Test de traduction/iitununoprecipitation, 

Les deux proteines TAL-1 et E47 sont co-traduites in 



vitro en utilisant des plasmides permettant la 
transcription et la traduction des sequences codantes dans 

10 le systeme TNT-T7-coupled Reticulocyte Lysate, selon les 

conditions proposees par le fournisseur ( Pr omega ) . La 
traduction est realisee en presence de methionine S^^, avec 
addition ou non de peptides dissous dans une solution 
d'uree 2M. Une aliquote (1 pi) de chaque traduction est 

15 controlee par electrophorese et autoradiographie du gel ; 

1' addition de peptide jusqu'a 0.7 jjg dans le lysat de 
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reticulocyte (volume final 25 fil) n ' af f ecte pas 
I'efficacit^ de la traduction des deux proteines. 

Apres une incubation de 30 min a 37*'C, les produits 
de traduction sont immunopr^cipites par un melange 
5 d'anticorps monoclonaux anti-TAL-1 (BTL 73 + 2TL 136 ; 

[Pulford et al.. Blood 85 ; 675 (1995)] )puis analyses par 
electrophorSse et autoradiographie du gel. On quantifie 
1 ' interaction TAL-1-.E47 pour chague point en calculant le 
ratio E47/TAL-1 obtenu d ' apres le scan de 
10 1 ' autoradiographie ; 1' intensity de la bande correspondant 

h. TAL-1 sert ici de normalisation dans tous les puits. 
L • interaction en absence de peptide est arbitrairement 
etablie a 100 %. 

2) Test de cytotoxic ifce . 

Les cellules hematopoietigues K5 62 ont ete obtenues 
commercialement aupres de I'ATCC. Les cellules sont 
ensemencees a environ 10^ cellules par puits, 24 h avant 
1' addition des produits. Elles sont alors a 60-80% de 
20 confluence le jour de Inexperience. Les cellules sont 

maintenues en culture a 37°C dans une atmosphere a 95% 
d'humidite et 5% de CO2 dans un milieu OptiMem®. 

Les cellules sont incubees soit avec les composes a 
des concentrations croissantes pendant 48 heures. A la fin 
du temps de culture, le MTT (3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)- 
2,5-diphenyltetrazolium bromure) est rajout^ dans les puits 
et les plaques de culture sont ensuite incubees pendant 4 
heures dans I'gtuve. Le dep6t cristallin de formazan 
resultant est alors dissous par addition de 2 00 jul de 
DMF/SDS, La densite optique (DO) est mesuree a 550 



nm 



(rgfgrence 630 nm) en utilisant un lecteur de microplaques . 

La representation graphique des pourcentages de DO 
des puits trait^s en fonction de la concentration de 
produits permet de determiner la DL^^. Celle-ci correspond 



1 er depot 



19 

a la concentration du produit inhibant 50% de la 
croissance . 

3 ) Test de survie des cellules endotheliales > 
Les cellules endotheliales humaines d^rivees de la 
veine du cordon ombilical^ HUVEC^r (Clonetics) sont 
cultivees sur boites coatees avec de la gelatine dans du 
milieu EBM-2 complet (Clonetics) supplemente de 10 % de 
serum de veau fostal decomplemente . Les cellules sont 
utilisees entre les passages 3 et 5 . Les cellules ECV 304 
(obtenues aupres de I'ATCC) sont cultivees en DMEM avec 10 
% de serum de veau foetal decomplemente . 

Les cellules sont decollees a la trypsine et 
suspendues dans un milieu sans serum (OptiMEM, Invitrogen) . 
Environ 8 10^ cellules dans 200 jjI sont incubees pendant 2 0 
min en presence de differentes concentrations de peptides ,r 
centrif ug6es , puis ensemenc^es en milieu EBM2 complet dans 
des puits (plaque 48 puits) coates avec du collagene I. 
Apres 24 heures dans I'^tuve, la survie cellulaire est 
estimee par un test MTT, realist selon les recoramandations 
du fournisseur (Sigma). 

Ill — Resultats . 

1) Effet des peptides inhibiteurs sur 1 ^ interaction 
de TAL-1/E47 In vitro . 

Nous avons choisi de tester si les composes decrits 
dans le Tableau 1 (Composes 1, 2 et 3) pouvaient affecter 
la formation des hetero dimeres TAL-1-E47r m^diee par le 
domaine HLH des deux proteines. Le compose 1 contient tout 
le domaine HLH de TAL-1 soit I'helice 1- boucle-helice 2 ; 
le compose 2 comprend la region basique et I'helice 1 ; le 
compose 3 contient la boucle et I'helice 2 (voir figure 1). 

Nous avons utilise un test de co-immunoprecipitation 
de TAL-1 et E4 7 traduites in vitro par des anticorps 
diriges centre I'une des proteines. 
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Nos experiences montrent que le compose Tal-HLH 
entier (compose 1) inhibe efficacement 1 ^ interac-bion de 
TAL-1 avec E47 et de fagon dose-dependante (50 a 60% 
d' inhibition avec 0*2 fjg ; 90 a 100% avec 0.5 jug) (Figure 2 
5 A at B). Les deux autres peptides inhibiteurs (composes 2 

et 3) ont un plus faible pouvoir inhibiteur ne depassant 
pas 50% dans les plus fortes concentrations (Figure 2A) . 
Nous avons done choisi d'utiliser le peptide inhibiteur 
Tal-HLH (compose 1) pour la suite des experiences. 

10 

2 ) Effet des peptides inhibiteurs couples avec des 
peptides vecteurs sur 1 ^ interaction de TAL-1/E47 in vitro . 

Nous avons voulu savoir si la vectorisation ou le 
couplage du peptide inhibiteur Tal-HLH ne modifiait pas son 

15 effet inhibiteur sur 1 interaction de TAL-1 in vitro avec 

E4 7, L' inhibiteur a ete couple a deux peptides vecteurs 
(SynB3 et SynB4) via une liaison dissulfure (composes 5 et 
4^ respectivement) . Ces deux peptides vecteurs ont la 
propriete d'augmenter le transport des molecules a travers 

20 les membranes cellulaires. Les r^sultats presentes dans la 

figure 3 confirment que la vectorisation du peptide 
inhibiteur Tal-HLH ne modifie pas son effet inhibiteur. De 
maniere interessante, 1' inhibiteur couple au vecteur SynB3 
(compose 5) s'est revele plus actif que 1' inhibiteur Tal- 

25 HLH (compose 1). 

3 } Effet des peptides inhibiteurs couples sur les 
cellules hematopoxetiques > 

Dans un premier temps 1' effet de 1' inhibiteur 
30 vectorise a ete etudie sur u ne 1 ign^e h^TnatLopQir;^-fei-^-H^^^ 

(K562) dont la survie requiert I'activite de TAL-1. La 
lign^e hematopoxetique T (H9) a ete utilisee comme controle 
car sa croissance est independante de TAL-1. Ces deux 
lignees leuc^miques peuvent survivre plusieurs jours en 
35 1' absence de facteurs de croissance, ce qui permet de 
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tester I'effet des peptides dans un milieu d^pourvu de 
s^rxim. 

Comme attendU|. aucune difference significative n'a 
ete observee dans les cellules H9 (TAL-1 negative), selon 
que le peptide Tal-HLH est vectorise ou non {r^sultats non 
montres). Par centre |. le peptide Tal-HLH a un effet 
cytotoxique plus eleve sur les cellules K562 (n^cessitant 
I'activite de TAL-1) lor squ'il est vectoris^ (Tableau 2), 
En effet la DL50, qui correspond a la concentration du 
produit inhibant 50% de la croissance, est deux fois plus 
faible pour I'inhibiteur vectorise (compose 4) que pour 
1 ' inhibiteur seul ( compose 1 ) • 



Tableau 2 



Compose 


nom 


DL 50 ({AM} 


Compose 1 


Tal-HLH 


11.5 


Compose 4 


TalHLH-SynB4 


5.7 


Compost 6 


SynB4 


12.3 



Ces resultats constituent une premiere validation que 
le peptide Tal--HLH vectoris^ (Compose 4) est capable ' 
d'inhiber specif iquement I'activite de TAL-1 dans les ' 
cellules. 

4 ) Effet des peptides inhibiteurs couplgs sur la 
survie des cellules endotheliales > 

Nous avons ^galement etudie les effets de 
1' inhibiteur libre et vectorise sur la survie des cellules 
endotheliales • La figure 4 montre que le compose 1 n''a 
aucun effet sur la survie des cellules HUVEC. Par centre, 
une fois couple (composes 4 et 5) il affecte specif iquement 
la survie des cellules HUVECs et de fagon dose-dependante . 
Le couplage du produit par un peptide vecteur etait 
important pour avoir un effet sur la survie car I'' addition 
simultanee de 1' inhibiteur et du peptide vecteur non- 
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couples n'avai-t aucun effet. Dans les cellules ECV 304, 
utilisees comme contr61e n^gatif, les composes ont induit 
une toxicite cellulaire non specif igue gu'ils soient 
couples ou non-couples (resultats non montres). 

Ces experiences d^montrent 1' effet specif ique de 
I'inhibiteur de TAL-1 lorsqu'il p^n^tre dans les cellules 
endotheliales grace au vecteur peptidique. 

5) Effet des pep-bi des sur la tubulogenese in vitro 
des cellules e ndotheliales humaines faels de collagene en 
3-D> ♦ 

Les cellules endotheliales HUVEC ensemencges au sein 
d'un gel de collagene I concentre (Img/ml) s'arretent de 
proliferer et, en presence de milieu d' activation (MDCB131, 
1% serum de veau foetal, VEGF 2 ng/ml, bPGF 20 ng/ml et PMA 
8 0 nM), elles s'organisent rapidement en cordons 
cellulaires pour constituer un r^seau primitif ; dans les 
24-48 hrs, les cellules alignees s'allongent, fusionnent 
entre elles et forment progress ivement des pseudos tubules. 
20 Nous avons teste les effets du peptide HLH vectorise 

(compose 1) dans ce systeme de tubulogenese in vitro de 
cellules endotheliales humaines issues de cordon ombilical 
(HUVECs). Des concentrations croissantes de peptide 
vectorise (compose 5) ou de cargo seul (compose 1) ont ete 
25 ajoutees a la fois dans la solution de collagene contenant 

les cellules et dans le milieu d' activation. 

La figure 5 illustre une de ces experiences : le 
peptide HLH vectorise (compose 5) affecte trds fortement la 
tubulogenese entre 7 et 10 fiM. alors que le cargo seul 

^ (compose IJ nla aumm effet dans cet-te g^mme 

concentration par rapport aux cultures controles (5% DMSO) . 

6) Effet des peptid es sur 1 ' angiogenese in vivo chez 
la souris (Matrigel plugs) . 
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lie test de Matrigel plugs consiste a injecter en 
sous-cutane chez la souris du Matrigel, matrice 
extracellulaire deriv^e d.'une tumeur murine , capable de 
declencher una neovascularisation au sein de 1' implant. En 
effet,. les cellules endotheliales de I'hote, sous 
1' influence des facteurs pro-^angiogenigues contenues dans 
le Matrigel, migrent vers cette « pseudo-^tumeur » et 
s'infiltrent dans le Matrigel pour organiser un reseau de 
capillaires entre 5 et 7 jours. 

Dans les experiences decrites ci-dessous, deux 
injections sous-cutanees de Matrigel (500 ont ete 

effectuees de par et d' autre de la ligne mediane de 
1' abdomen* Juste avant 1' injection, les souris ont ete 
anesth^siees par inhalation d'isoflurane (Forene®) . 

Le Matrigel (BDBiosciences ; lot 10403, 13 mg/ml) a 
et6 complemente par du bFGF (500 ng/ml), de I'heparine (60 
U/ml) et les diff^rents peptides SynBB (compose 7), SynB3~ 
HLH (compose 5), SynB4 (compose 6), SynB4~HLH (compose 4) 
sont ajout^s a une concentration finale de 20 jjM en 5% 
DMSO. 

Les souris ont ete divis^es en 3 groupes de six 
animaux identigues (males C57BL/6 ag^s de 6 semaines). 

- chaque souris du groupe t^moin (souris 1 a 6) a 
regu deux injections de Matrigel contenant 5% de DMSO du 
c6t6 gauche et un peptide temoin anti-angiogenique du c6t6 
droit , 

- chaque souris du groupe « SynB3 » (souris 7 a 12) a 
regu deux injections de Matrigel contenant SynB3 du cote 
gauche et SynB3-HLH du cote droit, 

- chaque souris du groupe « SynB4 » (souris 13 a 18) 
a re^u deux injections de Matrigel contenant SynB4 du cote 
gauche et SynB4-HLH du cote droit* 
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Six jours apres 1' injection, les souris ont ete 
sacrifiees par inhalation de CO3 et les implants ont ete 
r^cup^res pour evaluer 1 'angiogen^se (photographie et 
dosage de 1 ' h^moglobine ) . L' angiogenese a ete quantifi^e 
par dosage de 1 ' hemoglobine contenue dans les implants de 
Matrigel avec une solution de Drabkin selon les 
recoimnandations du vendeur (Sigma Chemical Co). 

Les resultats pr^sentes sur les figures 6 (analyse 
macroscopique) et 7 (dosage de 1 ' hemoglobine ) , montrent que 
1' addition des peptides vecteurs seuls n'a pas d'effets 
significatifs sur 1 ' angiogenese ; par contre le peptide HLH 
conjugu^ avec I'un ou 1' autre des vecteurs inhibe 
efficacement la neovascularisation dans les implants (11 
sur 12). cette inhibition etait beaucoup plus importante 
que celle obtenue par un inhibiteur (Turn) connu pour 
inhiber 1 'angiogenese ♦ 
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REVENDICATIONS 

1) Molecule peptidique capable d' interf erer avec le 
domaine HLH de TAL-l, cons-tituee par ou comprenant au moins 
10 acides amines successifs et^ de preference,r au moins 15 
acides amines successifs du domaine HLH de TAL-1 de 
sequence : 

QQNVNGAFAELRKLIPTHPPDKKLSKNEILRLAMKYINFLA 
correspondant a la SEQ ID No. 1 dans le listage de 
sequences en annexe ou une sequence equivalente. 

2) Molecule pept:idique selon la revendication 1, 
caracterisee en ce qu'elle est constituee par ou qu'elle 
comprend une sequence choisie parmi les sequences 
suivantes : 

QQNVNGAFAELRKLIPTHPPDKKLSKNEILRLAMKYINFLA (SEQ ID ^ 
No. 1 dans la liste de sequences en annexe) ,r 

- VRRIFTNSRERWRQQNVNGAFAELRKLI {SEQ ID No. 2 dans la 
liste de sequences en annexe) et 

-PTHPPDKKLSKHEILRLAMKYINFLA (SEQ ID No . 3 dans la 
liste de sequences en annexe) 

ou une sequence equivalente auxdites sequences . 

3) Molecule peptidique selon I'une quelconque des 
revendications 1 ou 2, caracterisee en ce qu'elle est 
associ^e a un vecteur. 

4 ) Molecule peptidique selon la revendication 3 ^ 
caracterisee en ce que ledit vecteur est choisi, parmi le 
groupe comprenant : 

- un peptide lin^aire derive de prot^grines ou de 
tachypl^sines , 

- un peptide lineaire comprenant un domaine de 
transduction tels que les domaines de transduction de la 
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KEVENDICATIONS 

1) Molecule peptidique capable d' inter f4rer avec le 
domaine HLH de TAL-1, constitute par ou comprenant au moins 10 
acides amines successifs et, de preference, au moins 15 acides 
amines successifs du domaine HLH de TM.-1 de sequence : 

QQNVNGAFAELKKLIPTHPPDKKLSKNEILRIAMKYINFLA 

correspondant h la SEQ ID No. 1 dans le listage de 
sequences en annexe ou une sequence tquivalente. 



2) Molecule peptidique selon la revendication 1, 
caracttris^e en ce qu'elle est constitute par ou qu'elle 
comprend une sequence choisie parmi les sequences suivantes : 

- QQNWGAFiffiLRKLIPTHPPDF3a.SKNEIIJiIi2yyiKYIlJFI^ (SEQ ID NO. 1 

15 dans la liste de sequences en annexe), 

-VRRIFTNSRERWRQQNVNGAFAELRKLI (SEQ ID No. 2 danS la liste 

de sequences en annexe) et 

- PTHPPDKKLSKNEILRLAMKYINFLA (SEQ ID No. 3 dans la liste 

de sequences en annexe) 
20 ou une sequence equivalente auxdites sequences. 

3) Molecule peptidique selon I'une quelconque des 
revendications 1 ou 2, caracttrisee en ce qu'elle est associte 
a un vecteur. 



4) Molecule peptidique selon la revendication 3, 
caractgrisee en ce que ledit vecteur est choisi, parmi le 

groupe comprenant : 

- un peptide lineaire derive de protegrines ou de 

30 tachyplesines , 

— — un — peptid e — l-xn-ea:±re — cxjmp-r-e-n-a-n-t — n-n — d-om-a-i-n-e — de- 



transduction tels que les domaines de transduction de la 
proteine Tat de HIV-1 et les domaines de transduction derives 
de la troisieme helice d' Antennapedia, 

- des particules comme les liposomes. 
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pro-teine Tat de HIV-l et les domaines de transduction 
derives de la troisieme helice d' Antennapedia, 

- des particules coinme les liposomes, 

- des polymeres tels que le polyethylene glycol 

(PEG) . 

5) Molecule peptidique selon l^une quelconque des 
revendications 3 ou 4 ^ caracterisee en ce que ledit vecteur 
est un peptide lineaire derive de Protegrines, repondant a 
la formule (I) suivante : 

BX(X OU B)BXXXXBBBXXXXXXB (I) 

ou un peptide lineaire derive de Tachyplesines jr- 
repondant a la formule (II) suivante : 

(B ou X)XXXBXXXBXXXXBBXB (II), 

dans lesquelles : 

les groupes B, identiques ou differents, 
representent un residu d'acide amine dont la chaine 
laterale porte un groupement basique, et 

les groupes X, identiques ou differents, 
representent un residu d'acide amine aliphatique ou 
aromatique 

ou un fragment de ceux-ci constitu^ d'une sequence 
d'au moins 5 et de preference d'au moins 7 acides amines 
successifs des peptides de formules (I) ou (II). 

6) Molecule peptidique selon I'une quelconque des 
revendications 3 a 5, caracterisee en ce que la liaison 
entre ladite molecule et ledit vecteur' est choisie parmi 
une liaison covalente, une liaison hydrophobe, une liaison 
ionique, une liaison clivable ou une liaison non clivable 
dans les milieux physiologiques ou a I'interieur des 
cellules . 
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- des polymer es tels que le polyethylene glycol (PEG) . 

5) Molecule peptidique selon I'une quelconque des 
revendications 3 ou 4, caracteris^e en ce que ledit vec-fceur est 
un peptide lin^aire d^riv^ de Prot^grines, r^pondant a la 
formule (I) suivante : 

BX{X OU B)BXXXXBBBXXXXXXB (I) 

ou un peptide iin^aire derive de Tachypl^sines, repondant 
a la formule (II) suivante : 

(B ou X)XXXBXXXBXXXXBBXB (II) ;r 
dans les que lies : 

- les groupes identiques ou differents, representent 
un residu d'acide amine dont la chalne laterale porte un 
groupement basigue^ et 

- les groupes identiques ou differentSir representent 
un residu d'acide amine aliphatigue ou aromatique 

ou un fragment de ceux-ci constitue d'une sequence d'au 
moins 5 et de pr^f^rence d'au moins 7 acides amines successifs 
des peptides de formules (I) ou (II). 

6) Molecule peptidique selon I'une quelconque des 
revendications 3 a 5, caracteris^e en ce que la liaison entre 
ladite molecule et ledit vecteur est choisie parmi une liaison 
covalente, une liaison hydrophobe^ une liaison ionique, une 
liaison clivable ou une liaison non clivable dans les milieux 
physiologiques ou a I'interieur des cellules ♦ 

7) Molecule peptidique selon la revendication 6, 
caracterisee en ce que ladite liaison peut etre directe ou 
indirecte par 1 'intermediaire d'un bras de liaison (linker) et 
-wfrtB-wtxr^B au m-oy^ii d~nin groupe fonctionnei nature llement 
present ou introduit soit sur le vecteur, soit sur la molecule 
peptidique, soit sur les deux. 
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7) Molecule peptidique selon la revendication 6, 
carac-fcerisee en ce que ladite liaison peut etre directe ou 
indirecte par 1 ' interinediaire d'un bras de liaison (linker) 
e-t effectuee au moyen d'un groupe fonctionnel nature Heme nt 
present: ou introduit soit sur le vecteur^ soit sur 
1 ' inhibiteur , soit sur les deux. 



8) Molecule peptidique selon I'une quelconque des 
revendications pr^c^dentes, caracterisee en ce qu'elle est 
choisie paritii les deux composes suivants : 

- compose 4 : 

s — s'^^^'^^^'^fJ— A WSFRVSYRGl SYRRS R— cook 
^^.Av^fl-Q QNVNGAFAELRKL I PTHPPDKKLSKNE I LRLAMKY I NFL A-nh^ 

- compost 5 : 

^^.JsJj-Q QNVNGAFAELRKL I PTHPPDKKLSKNE I LRLAMKYTNFL A-HH, 



9) Composition pharmaceutique comprenant comme 
principe actif au moins une molecule peptidique selon I'une ' 
quelconque des revendications prec6dentes, avantageusement 
associ^e dans ladite composition a un v^hicule acceptable. 

10) Composition pharmaceutique selon la revendication 
9,. caracterisee en ce qu'elle se presente sous une forme 
appropriee pour une administration par voie parenterale,. 
par voie or ale, par voie rectale, par voie nasale, par voie 
transdermique, par voie pulmonaire ou par voie centrale. 

11) Utilisation d'un compose capable d'inhiber 
1 ' interaction entre le domaine HLH de TAL-1 et son 
partenaire E47 pour la preparation d'un medicament destine 
a la prevention et/ou au traitement des maladies liees a 
1 ' angiogenese et, de preference, au traitement des cancers, 
de 1 ' arteriosclerose et du diabete. 
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8) Molecule peptidique selon I'une quelconque des 
revendications pr^c^dentes, caracteris6e en ce qu'elle est 
choisie parmi les deux composes suivants : 

- compost 4 : 

o 

s~.5''''^''^--^ji— A WSFRVSYRGISYRRS R— coob 
^ jC^-.Q QNVKGAFAELRKLlPTHPPDKKLSKNEItRLAMKYINFL A-nh, 

o 

- compose 5 : 



L S Y S B R R F— NH, 



"'iT""" O N V N 



eAFAELRKLIPTHPPDKKUSKNEILRLAMKYINFLA-Nl 



9) Composition pharmaceutique comprenant comme principe 
actif au moins une molecule peptidique selon I'une quelconque 
des revendications pr^c^dentes, avantageusement associSe dans 
ladite composition a un v^hicule acceptable. 

10) Composition pharmaceutique selon la revendication 9, 
caracteris^e en ce qu'elle se pr^sente sous une forme 
appropri^e pour une administration par voie parenterale, par 
voie orale, par voie rectale, par voie nasale, par voie 
transdermique , par voie pulmonaire ou par voie centrale. 



11) Utilisation d'un compose capable d'inhiber 
1' interaction entre le domaine HLH de TAL-1 et son partenaire 
E47 pour la preparation d'un medicament destine & la prevention 
et/ou au traitement des maladies liees a 1 ' angiogenese et, de 
preference, au traitement des cancers, de I'arterioscierose et 
25 du diab^te, ledit compose etant choisi dans le groupe constitue 

par une molecule peptidique telle que definie dans I'une 

quelconque des revendications 1 & 8 et un anticorps 

reconnaissant soit un epitope au niveau du domaine HLH de TAL- 
1, soit un epitope au niveau du domaine HLH de E47. 



12 ) Precede pour identifier un compose biologiquement 
actif susceptible d'etre utilise dans la prevention et/ou le 
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12) Utilisation selon la revendication 11, 
caracteris^e en ce que ledit compose est un inhibiteur 
compgtitif du domaine HLH de TAL-l, 

5 13) Utilisation selon I'une guelconque des 

revendications 11 ou 12^ caracteris^e en ce que ledit 
compose est une molecule peptidique telle que definie dans 
I'une quelconque des revendications 1 a 8. 



10 14) Utilisation selon la revendication 11, 

caracterisee en ce que ledit compost est un compose capable 
d'inhiber la fixation de TAL~1 sur son partenaire E47. 



15) Utilisation selon I'une quelconque des 
15 revendications 11 ou 14, caracterisee en ce que ledit 

'rt 

compose est un anticorps reconnaissant soit un epitope au ^ 
niveau du domaine HLH de TAL-1, soit un epitope au niveau 
du domaine HLH de E47. 

20 16) Precede pour identifier un compose biologiquement .^.^ 

actif susceptible d'etre utilise dans la prevention et/ou ,;v 
le traitement des maladies liees a 1 ' angiogenese et, de - 
preference, le traitement des cancers, de 1 ' arteriosclerose 
et du diabete consistant a detecter 1' inhibition de 

25 1 ' interaction entre le domaine HLH de TAL-1 et son 

partenaire E47 en presence dudit compose. 

17) Precede selon la revendication 16, caracteris^ en 
ce que ledit precede comprend les etapes suivantes : 
30 (a) mettre en contact la proteine TAL-1 (ou un 

fragment de cette proteine comprenant le domaine HLH) , le 
facteur de transcription E47 (ou un fragment de ce facteur 
comprenant le domaine HLH) et le compose biologiquement 
actif a tester. 
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traitement des maladies li6es a 1 ' angiogenese et^ de 
preference, le traitement. des cancers, de I'arteriosclerose et 
du diabete consistant S. d^tecter 1^ inhibition de 1 ' interaction 
entre le domaine HLH de TAL-1 et son partenaire E47 en presence 
dudit compost • 

13) Procede selon la revendication 12, caracterise en ce 
que ledit procede comprend les etapes suivantes : 

(a) mettre en contact la proteine TAL-1 (ou un fragment 
de cette proteine comprenant le domaine HLH), le facteur de 
transcription E47 (ou un fragment de ce facteur comprenant le 
domaine HLH) et le compose biologiguement actif a tester, 

(b) immunoprecipiter soit la proteine TAL-1 (ou un 
fragment de cette proteine comprenant le domaine HLH), soit le 
facteur de transcription E47 (ou un fragment de ce facteur 
comprenant le domaine HLH ) , 

(c) si, a I'^tape (b), la proteine TAL-1 (ou un fragment 
de cette proteine comprenant le domaine HLH) est 
immunoprecipit^e, detecter dans I'^immunoprecipitat obtenu a 
I'etape (b), la presence du facteur de transcription E47 (ou 
d'un fragment de ce facteur comprenant le domaine HLH), 

(d) si, a I'etape (b), le facteur de transcription E47 
(ou un fragment de ce facteur comprenant le domaine HLH) est 
immunoprecipite^ detecter dans 1 ' immunoprecipitat obtenu a 
I'etape (b), la presence de la proteine TAL-1 (ou d'un fragment 
de cette proteine comprenant le domaine HLH), 

. dans le cas ou le facteur de transcription E47 (ou un 
fragment de ce facteur comprenant le domaine HLH n'est pas 
present a l^etape (c) ou si la proteine TAL-1 (ou un fragment 
de cette proteine comprenant le domaine HLH) n'est pas presente 
A l^ et ap^ — — l ed i t co mpo-sA— e^t— 4j-n— a-gent^u^epfe^^^ 
utilise dans la prevention et/ou le traitement des maladies 
liees h 1 ' angiogenese et, de preference, le traitement des 
cancers, de I'arteriosclerose et du diabete. 
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(b) immunoprdcipiter soit la proteine TAL-1 (ou un 
fragment de cette proteine coiuprenant le domaine HLH),. soit 
le facteur de transcription E47 (ou un fragment de ce 
facteur comprenant le domaine HLH) ^ 

(c) si^ h I'^tape (b), la proteine TAL-1 (ou un 
fragment de cette proteine comprenant le domaine HLH) est 
immunopr^cipit^e , d^tecter dans 1 ' immunoprgcipitat obtenu a 
I'etape (b) ^ la presence du facteur de transcription E47 
(ou d'un fragment de ce facteur comprenant le domaine HLH), 

(d) si, a I'gtape (b), le facteur de transcription 
E47 (ou un fragment de ce facteur comprenant le domaine 
HLH) est immunoprecipitg, detecter dans 1 ' immunoprecipitat 
obtenu a I'^tape (b), la presence de la proteine TAL~1 (ou 
d'un fragment de cette proteine comprenant le domaine HLH), 

dans le cas ou le facteur de transcription E47 (ou un ^: 
fragment de ce facteur comprenant le domaine HLH n'est pas 
present a I'etape (c) ou si la proteine TAL-1 (ou un 
fragment de cette proteine comprenant le domaine HLH) n'est 
pas presente a I'etape (d) , ledit compose est un agent 
susceptible d'etre utilise dans la prevention et/ou le ^: 
traitement des maladies liees a 1 ' angiogenese et, de 1- 
preference, le traitement des cancers, de 1 'arteriosclerose 
et du diabete. 

18) Procede selon la revendication 16, caracterise en 
ce que, ledit procede comprend les Stapes suivantes : 

(a') mettre en contact la proteine TAL--1 (ou un 
fragment de cette proteine comprenant le domaine HLH), le 
facteur de transcription E47 (ou un fragment de ce' facteur 
comprenant le domaine qui interagit avec TAL-1) et le 
compose biologiquement actif a tester, 

(b') faire migrer sur un gel de polyacryl amide non 
denaturant le melange obtenu a I'etape (a'), 

(C) visualiser 1' absence ou la presence du complexe 
TAL-1 (ou un fragment de cette proteine comprenant le 
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14) Procgd^ selon la revendication 12, caract^rise en ce 
que, ledit proc^d^ comprend les Stapes suivantes : 

(a') mettre en contact la prot6ine TAL-1 (ou un fragment 
de cette prot^ine comprenant le domaine HLH), le facteur de 
transcription E47 (ou un fragment de ce facteur comprenant le 
domaine qui interagit avec TAL-1) et le compose biologiquement 

actif h. tester, 

(b') faire migrer sur un gel de polyacrylamide non 

d^naturant le melange obtenu a I'^tape (a'), 

(c') visualiser 1' absence ou la presence du complexe TAL- 
1 (ou un fragment de cette prot^ine comprenant le domaine HLH) 
et E47 (ou un fragment de ce facteur comprenant le domaine qui 
interagit avec TAL-l). 



15 
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domaine HLH) et E47 (ou un fragment de ce facteur 
comprenant le domaine qui inter agit avec TAL-1). 
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Compose: 

E47 — 

TAL-1 IZ 



Figure 2 



0,2 
2 3 



0,5 



a-TAL 



2 3 E47 TAL 



' '^jfe^ sf^r^ 



Ratio E47/TAL-1 (%) 100 42 100 87 13,5 73 62 Te - Te+ 



Compose 1 0 0,2 0,2 0,3 0,3 



jSfrf-rjj. ft-fir.:- -aH-fet;:!' ffaS# -- V ' '-f,;?? 



0 0,4 0,4 0,5 0,5 0,6 0,6 



Ratio E47/TAL-1 (%) 100 32 37 16 17 Te+ Te- 100 20 14 8 6 6 -9 
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Figure 3 



Compost 

E47 - 

TAL - 
ratio E47/TAL (%) 



5 4 



^^^^ 



100 19 13 20 




100 20 12 23 
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Figure 4 
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SEQUENCE LISTING 

<110> SYNTtEM 

<120> Inhibiteurs de 1 ' angiogenese, compositions les contenant et leur 
utilisation pour le traiteraent des maladies li^es a une deregulation de 
1 ' angiogendse 

<130> 35713/FR/02 

<140> FR04/XXXXX 

<141> 2004-06-02 

<150> FR04/00964 

<151> 2004-02-02 

<160> 7 

<170> Patentin version 3.1 

<210> 1 

<211> 41 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> DOMAIN 

<222> (1) . . (41) 

<223> Domaine HLH de TAL-1 (helice l-boucle-helice-2 ) 



<400> 1 

Gin Gin Asn Val Asn Gly Ala Phe Ala Glu Leu Arg Lys Leu lie Pro 
15 10 15 



Thr His Pro Pro Asp Lys Lys Leu Ser Lys Asn Glu lie Leu Arg Leu 
20 25 30 



Ala Met Lys Tyr lie Asn Phe Leu Ala 
35 40 



<210> 2 

<211> 28 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> DOMAIN 

<222> (1) . . (28) 

<223> Domaine compose de la region basique et de 1 'helice 1 du domaine 
HLH de TAL-1 



<400> 2 



Val Arg Arg lie Phe Thr Asn Ser Arg Glu Arg Trp Arg Gin Gin Asn 
15 10 15 
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Val Asn Gly Ala Phe Ala Glu Leu Arg Lys Leu He 
20 25 



<210> 3 

<211> 26 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> DOMAIN 

<222> (1) . . (26) 

<223> Doraaine compose de la boucle et de I'helice 2 du domaine HLH de T 



<400> 3 

Pro Thr His Pro Pro Asp Lys Lys Leu Ser Lys Asn Glu He Leu Arg 



<210> 4 
<400> 4 
000 



<210> 5 
<400> 5 
000 



<210> 6 

<212> PRT 

<213> unidentified 

<220> 

<221> PEPTIDE 

<222> (1) , . (17) 

<223> SynB4 



<400> 6 

Ala Trp Ser Phe Arg Val Ser Tyr Arg Gly He Ser Tyr Arg Arg Ser 
15 10 15 



AL-1 



1 



5 



10 



15 



Leu Ala Met Lys Tyr He Asn Phe Leu Ala 
20 25 



Arg 



<210> 7 

<211> 10 
<212> PRT 



<213> unidentified 
<220> 

<221> PEPTIDE 

<222> (1) . - (10) 

<223> SynB3 



<400> 7 
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Arg Arg Leu Ser Tyr Ser Arg Arg Arg Phe 
15 10 
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